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Mikroskopija z vzbujenim praznjenjem emisije (STED) je super-ločljivostna tehnika, ki 
omogoča preseganje difrakcijske limite, zaradi česar lahko natančneje preučujemo strukture, ki 
jih s klasičnimi mikroskopi ne moremo. Zaradi velike uporabnosti mikroskopov STED v 
naravoslovni znanosti, so tudi potrebe po specifičnih fluorescenčnih sondah velike. Za uporabo 
pri mikroskopiji STED morajo imeti sonde ustrezne ekscitacijske in emisijske spektre, ki 
sovpadajo z ekscitacijskim laserjem in laserjema STED, poleg tega pa ustrezno strukturo, ki 
omogoča selektivno označevanje le specifičnega mesta. 
V sklopu magistrske naloge smo sintetizirali dva tipa fluorescenčnih sond, primernih za 
preučevanje celičnih membran oz. tekočih kristalov in/ali lipidnih kapljic. Sonde temeljijo na 
kumarinskem in fenoksazinskem skeletu. Spojinam smo na koncu izmerili tudi ekscitacijske in 
emisijske spektre, na podlagi katerih smo potrdili vpliv določenih strukturnih fragmentov na 
ekscitacijo in emisijo. Končne spojine smo poslali na Institut Joţef Stefan, kjer so jih uporabili 
pri označevanju plazemske membrane oz. tekočih kristalov in/ali lipidnih kapljic, čemur je 
sledila mikroskopija STED. 
S sondami so označili biološke vzorce oz. tekoče kristale in lipidne kapljice ter ocenili 
selektivnost porazdeljevanja med celečimi membranami in označevanja tekočih lipidnih kapljic 
ter fotostabilnost in citotoksičnost. Vse štiri sintetizirane sonde so izpolnile pričakovanja glede 
selektivnosti označevanja. V prvem delu magistrske naloge smo primerjali sondi, ki sta bili 
sintetizirani z namenom označevanja plazemske membrane. Sonda, ki ima za osnovo 
diariloksazolni skelet, označuje predvsem celične membrane in nekoliko bolj fotobledi kot 
spojina, ki ima za osnovo kumarinski skelet. Kljub temu je lahko prva spojina dobro izhodišče 
za razvoj novih sond, ki imajo zelo velike Stokesove premike. Pri obeh sondah se lahko vidi 
tudi učinek uspešne uporabe dvojnega pozitivnega naboja, s čimer se spojini dlje časa 
zadrţujeta v plazemski membrani. Ciano kumarin in derivat nilsko rdeče sta tudi bolj 
fotostabilna kot diariloksazolni derivat, kar je poledica kumarinskega skeleta, poleg tega pa v 
tem primeru signal prihaja predvsem iz lipidnih kapljic. 
Ključne besede: Mikroskopija z vzbujenim praznjenjem emisije / membranske sonde / dvojni 





Stimulated emission depletion (STED) microscopy is a super-resolution technique that allows 
the diffraction limit to be bypassed, which makes it possible to observe the structures that we 
can’t see with light microscopes. Due to high use of STED microscopes in natural science, the 
requirements for specific fluorescence probes are also high. For use in STED microscopy, the 
probes must have adequate excitation and emission spectra that coincide with excitation and 
STED lasers, and in addition, an appropriate structure that allows selective labeling of a 
specific area. 
Within the master’s thesis, two types of fluorescence probes suitable for the study of cell 
membranes and/ or liquid droplets and/or lipid droplets were synthesized. The probes are based 
on the coumarin and phenoxazine skeleton. In the end, we measured the excitation and 
emission spectra for the compounds based on witch we confirmed the influence of certain 
structural fragments on excitation and emission. The final compounds  
were sent to the Institute Joţef Stefan, where they were used in the labeling of the plasma 
membrane, liquid crystal and/or lipid drops, followed by the STED experiments. 
Biological samples and liquid crystals were labeled with the probes and evaluated based of the 
selectivity of distribution between membranes, selectivity of liquid lipid drops, photostability 
and cytotoxicity. All four synthesized probes met the expectations regarding selectivity of 
labeling. In the first part, we compared the probes that were synthesized in order to label the 
plasma membrane. The diaryloxazole skeleton based probe labels the cell membranes and 
photobleaches a little more than the coumarine based one. Nevertheless, the first compound 
may be a good starting point for the development of new probes that have very large Stokes 
shifts. For both probes, the effect of the successful use of a double positive charge can be seen, 
thus keeping the compounds for a longer time in the plasma membrane itself. The 4-cyano 
coumarin and the Nile red derivate are also more photostable than diaryloxazole derivative, 
which can be explained with the coumarine skeleton, moreover, the signal comes primarily 
from lipid droplets. 
Keywords: stimulated emission depletion (STED) microscopy / membrane probes / double 




III. SEZMAN OKRAJŠAV 
  
d  Dublet 
dd  Dublet dubleta 
DKM  Diklorometan 
DMF  Dimetilformamid 
Eq.  Ekvivalent 
ESI  elektrosprej ionizacija 
Hex Heksan 
J  Sklopitvena konstanta 
m  Multiplet 
MF Mobilna faza 
MS Masna spektrometrija 
HRMS  Masna spektrometrija visoke ločljivosti (angl. high resolution mass spectrometry) 
NMR  Nuklearna magnetna resonanca 
ppm  Število delcev na milijon 
q  Kvartet 
Rf  Retenzijski faktor 
RuPhos  2-dicikloheksilfosfino-2',6'-diizopropoksibifenil 
s  Singlet 
SF  Stacionarna faza 
STED   Vzbujeno praznjenjem emisije (angl. stimulated emission depletion) 
TLC  Tankoplastna kromatografija 
TMS  Tetrametilsilan 
TosMIC Tozilmetilizocianat 
UV   Ultravijolična svetloba 
δ  Kemijski premik 
IX 
 
λ Valovna dolţina 
λeks  Valovna dolţina ekscitacije 
λem Valovna dolţina emisije 











1.1 Super ločljivostni mikroskopi 
Super ločljivostni mikroskopi so skupina mikroskopov, ki lahko posnamejo slike z boljšo 
ločljivostjo, kot jo pogojuje difrakcijska meja (1). Zaradi loma svetlobe je ločljivost pri 
običajnih svetlobnih mikroskopih omejena, kot je to ţe leta 1873 ugotovil Ernst Abbe 
(Enačba 1) (2). Pri difrakcijsko omejenih svetlobnih mikroskopih z numerično zaslonko 
svetloba z valovno dolţino λ doseţemo stransko ločljivost: 
  
 
      
 
Enačba 1: Abbejev zakon 
Ločljivost je definirana kot najmanjša razdalja med dvema točkama, ki ju lahko še ločimo 
med seboj. Za standardni optični mikroskop z vidno svetlobo je ta enaka pribliţno polovici 
valovne dolţine svetlobe, s katero obsevamo opazovani vzorec. Torej je to v idealnih pogojih 
pribliţno 200 nm v dimenzijah x in y ter 500 nm v dimenziji z, če obsevamo vzorec s svetlobo 








Glede na samo delovanje, delimo super ločljivostne mikroskope v dve skupini. Prva temelji 
na zbiranju velikega števila slik, pri čemer vsaka vsebuje le malo število aktivnih fluoroforov. 
Pomembno pri tem je to, da je razdalja med dvema sosednjima fluoroforoma vsaj enaka 
difrakcijski meji. V to skupino sodita tehniki foto-aktivirani lokalizacijska mikroskopija 
(PALM) in stohastična optična rekonstrukcijska mikroskopija (STORM) (4). Druga skupina 
pa temelji na deaktivaciji fluoroforov okoli goriščne točke, tako da zajamemo emisijo s 
Slika 1: Difrakcijska meja; prirejeno po (4). 
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prostora, ki je manjši od difrakcijske limite. Tukaj je najbolj znani predstavnik vzbujeno 
praznjenje emisije (STED) (5). 
V primeru mikroskopije STED se Abbejeva enačba (Enačba 1) nadgradi: 
  
 
        √      
 
 Enačba 2: Razširjena Abbejeva enačba 
Pri čemer  , n in α predstavljajo valovno dolţino in numerično zaslonko leče. I je maksimalna 
goriščna intenziteta uporabljena za mikroskop STED, Is pa karakteristična vrednost, pri kateri 
je verjetnost fluorescence zmanjšana na pribliţno 1/e (6). Tukaj se pokaţe tudi glavna razlika 
od navadnih svetlobnih mikroskopov, kajti vrednost I/Is gre proti neskončnosti. Iz tega torej 
sledi, da gre vrednost d proti nič, kar pomeni, da resolucija ni omejena z difrakcijo in tako 
lahko prostorska ločljivost doseţe molekulsko velikost (7, 8). 
1.1.1 Mikrokopi STED 
Mikroskope STED je prvi razvil Stefan W. Hell, leta 1994 (9). Njihovo delovanje temelji na 
stimulirani emisiji določenih delov vzorca, pri čemer ostanejo fluorofori v goriščni točki v 
vzbujenem stanju. Iz tega prostora, ki je manjši od difrakcijske limite, nato spremljamo 
emisijo (10). Natančneje sta pri mikroskopih STED dva laserja, eden od njiju je odgovoren za 
vzbujeno praznjenje emisije (na Sliki 2 predstavljen kot rdeč), drugi pa je odgovoren za 
vzbujanje fluorescenčnih sond (na Sliki 2 predstavljen kot zelen) (11). 
 
 
Slika 2: Shematski prikaz mikroskopa STED; prirejeno po (11). 
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Na Sliki 3 lahko na levi strani vidimo področje, znotraj katerega ekscitacijski laser vzbuja 
fluorofore. Nato, še preden pride do spontane emisije, laser STED povzroči vzbujeno 
praznjenje emisije na področju, ki spominja na obroč, kar predstavlja sredinska fotografija na 
Sliki 3. Po vzbujenem praznjenju emisije ostanejo v vzbujenem stanju fluorofori v zelo 
majhnem prostoru znotraj obroča, od koder nato spremljamo emisijo (12). S povečevanjem 
moči laserja STED se povečuje tudi sam obroč stimulirane emisije, posledično pa se s tem 
tudi zmanjšuje osrednja točka, kar pa poveča ločljivost samega mikroskopa (13). 
 
Pomembne so tudi lastnosti samih fluorescenčih sond, kajti za uporabo mikroskopov STED 
sta ključna poloţaj ter oblika ekscitacijskega in emisijskega spektra. Spojino vzbujamo pri 
valovni dolţini, pri kateri ima dovolj veliko absorbanco. Za laser STED pa je pomembno, da 
izberemo tako valovno dolţino, pri kateri spojina samo emitira svetlobo in je nič ne absorbira 
(14). Zaradi tega je valovna dolţina zajema emitirane svetlobe po navadi določena tako, da 
leţi na repu fluorescenčnega emisijskega spektra, kjer je ponovna ekscitacija, ki bi jo lahko 
povzročil laser STED , minimalna, vzbujeno praznjenje emisije pa je dovolj veliko za dušenje 
fluorescence (11). 
Slika 4: Valovni dolţini ekscitacijskega laserja in laserja STED; prirejeno po (11). 
Slika 3: Prikaz ekscitacijskih in emisijskih ţarkov ter prekrivanje obeh; prirejeno po (12). 
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Kljub vsem napredkom na tem področju pa imajo mikroskopi STED vseeno nekaj 
pomanjkljivosti, kar omejuje to metodo, da bi lahko bila širše uporabljena. Ena od njih je 
počasno skeniranje večjih vzorcev, kar je problematično v primeru opazovanja ţivih celicah 
(5, 15). Seveda so problematične tudi fluorescenčne sonde, predvsem s stališča signala in 
fotostabilnosti, ki so s STED in drugimi mikroskopi začele pridobivati na vse večjem pomenu. 
Zato se je njihov razvoj pravzaprav šele začel (16). 
1.2 Fluorescenca 
Luminiscenca je emisija svetlobe, ki nastane pri elektronsko vzbujenih stanjih. Pri vračanju v 
osnovno stanje spojina odda foton. Luminiscenca se deli na fluorescenco in fosforescenco, 
glede na naravo vzbujenega stanja (17).  
 
Na Sliki 5 lahko vidimo razliko med fluorescenco in fosforescenco, na osnovi diagrama po 
Jablonskemu. Razlika med obema je obrnjenost spina v vzbujenem stanju. Pri fluorescenci sta 
si spina nasprotna (↑↓), zato se lahko elektron vrne iz vzburjenega v osnovno stanje. Pri 
fosforescenci pa sta spina obrnjena enako (↑↑), zato sta elektrona v tako imenovanem 
tripletnem stanju, kjer je prehod prepovedan, zato vrnitev v osnovno stanje traja dlje časa (18, 
19). 




Po absorpciji svetlobe, se zgodijo številni procesi. Fluorofor po absorpciji fotona preide v 
vzbujeno stanje, kar pomeni, da elektron preide v višje vibracijsko stanje, najpogosteje v S1 in 
S2. Nato poteče relaksacija v najniţje vibracijsko stanje nivoja S1 (19). To lahko tudi dobro 
vidimo na Sliki 5, kjer je interna konverzija označena z zeleno puščico. Zanimivo pri tem je 
tudi to, da sta si spektra absorpcije in emisije velikokrat zrcalni sliki, ker so energetske razlike 
vibracijskih stanj v S0 in S1 zelo podobne (20).  
Kot je vidno iz Jablonskega diagrama (Slika 5), je energija emisije manjša, kot energija 
absorpcije. Ker sta si energija in valovna dolţina obratno sorazmerni, fluorescenco opazujmo 
pri višjih valovnih dolţinah. Ta fenomen je prvi opisal Sir G. G. Stokes, po kateremu se 
imenuje Stokesov premik (Slika 6) (21). Do Stokesovega premika pride v glavnem zaradi prej 
omenjenih internih konverzij, lahko pa tudi zaradi vpliva različnih topil, kompleksnih reakcij 
ali tudi prenosa energije. Oblika emisijskega spektra je neodvisna od valovne dolţine pri 
kateri je bila spojina ekscitirana. Če jo ekscitiramo pri valovni dolţini, ki ni enaka 
ekscitacijskemu maksimumu, bo manj energije absorbirane in zato bo emisija niţja, kar 




Fluorofori so spojine, ki so sposobne oddajanja svetlobe po predhodni ekscitaciji s svetlobo. 
Med organskimi spojinami je največ takih, ki vsebujejo kondenzirane aromatske obroče ali 
konjugirane dvojne vezi (22). Absorpcijski in emisijski spekter sta karakteristična za vsako 
posamezno spojino, seveda ob predpostavki, da je bilo uporabljeno enako topilo. Večina 
spojin ima samo en ekscitacijski (λeks) in emisijski (λem) vrh, obstajajo pa tudi izjeme z več 
ekscitacijskimi in emisijskimi vrhovi, kar lahko uporabimo tudi za indentifikacijo (23). Lahko 
Slika 6: Stokesov premik; prirejeno po (21). 
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pa molekule kemijsko modificiramo, s čimer spremenimo λeks in λem. V nekaterih primerih 
lahko dobro predvidevamo, kako bo sprememba v strukturi vplivala na λeks in λem, a v veliki 
večini primerov tega še ne znamo napovedati (24).  
Pri fluoroforjih sta zelo pomembni značilnosti, ki ju moramo upoštevati, ţivljenski čas 
fluorescence in kvantni izkoristek ali θ. Kvantni izkoristek nam pove, kolikšno je razmerje 
med oddanimi in absorbiranimi fotoni (Enačba 3) (25). Večja kot je vrednost θ, večja je 
intenziteta fluorescence. Na kvantni izkoristek lahko vplivano tudi s kemijskimi 
modifikacijami, najpogosteje z rigidizacijo strukture. Pri fluoroforih, ki niso rigidni, laţje 
poteče relaksacija preko neradiacijskih mehnizmov oz., z drugimi besedami, fluorofor se 
relaksira tako, da malenkostno segreje okolico, kar pa zmanjša kvantni izkoristek (19, 23). 
Φ 
                          
                            
 
Enačba 3: Kvantni izkoristek 
Ţivljenski čas fluorescence (τ) je zelo pomemben, ker je od tega odvisen čas prejemanje 
informacije v obliki emisije (26). Definiran je kot povprečni čas, ki ga molekula preţivi v 
vzbujenem stanju, in je pri ogranskih fluoroforih med 1 do 10 ns (18). 
Razmerje med intenziteto fluorescence in koncentracijo podaja Enačba 4, pri čemer je F 
intenziteta fluorescence, θ kvantni izkoristek, I0 moč sevanja svetlobnega vira, ε molarni 




Enačba 4: Enačba intenzitete fluorescence 
Iz enačbe lahko razberemo, da obstajata dva glavna dejavnika, ki vplivata na fluorescenco: 
 Kvantni izkoristek θ - večja kot je njegova vrednost, večja je fluorescenca. 
 Molarni ekstinkcijski koeficient ε - da lahko spojina sploh fluorescira, mora najprej 
absorbirati fotone; torej, večja kot je molarna absorpcija, večja je intenziteta 
fluorescence. 
Na jakost ekscitacijske svetlobe in koncentracijo lahko vplivamo tekom eksperimenta, 
medtem ko sta kvantni izkoristek in molarni ekstinkcijski koeficient intrinzičnih lastnosti 
posameznega fluorofora. Na slednja lahko vplivamo le s kemijskimi modifikacijami (23). 
Veliko pozornosti moramo posvetiti tudi fotostabilnosti oz. fotobledenju. Fotobledenje je 
pogost pojav pri fluorescentnih mikroskopih. Pri tem pojavu pride do nespecifičnih interakcij 
med samimi fluorofori ter tudi med fluorofori in molekulami v okolici (27). Najpogostejši 
razlog fotobledenja pa je prisotnost kisika v vzorcih, kajti če fluorofor preide v tripletno 
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stanje, lahko odda energijo kisiku in se vrne v osnovno stanje, pri tem pa se tripletni kisik 
pretvori v singletnega, ki nato lahko reagira s fluoroforom (28). Zaradi teh reakcij postanejo 
fluorofori neaktivni. Zmanjšana intenziteta fluorescenčnega signala, ki je posledica 
fotobledenja, zmanjša tudi učinkovitost mikroskopov (29). 
Preprost način, kako zmanjšati fotobledenje, je odstranjevanje kisika in dodajanje 
antioksidantov. V prvem primeru ima lahko to za posledico, da je več fluoroforov zaklenjenih 
v tripletnem stanju. Pogosto se posluţujemo tudi kemijske modifikacije, npr. rigidizacije, 
odstranjevanja labilnih skupin in dodajanja skupin, ki upočasnjujejo fotobledenje (30). 
1.3.1 Kumarini 
Kumarini so aromatske organske spojine z osnovnim skeletom 2H-kromen-2-on. Kumarinski 
derivati se uporabljajo na številnih področjih, tudi za fluorescenčno označevanje, še posebej z 
razvojem super ločljivostnih mikroskopov (31). Kumarini izpolnjujejo vse pogoje, ki so 
potrebni za preučevanje celic. So nevtralni, kar pomeni, da lahko prehajajo membrane, imajo 
kompaktno strukturo in molsko maso manjšo od 800 g/mol. Najpomembnejše od vsega pa je, 
da je zanje značilen velik Stokesov premik, ki je zelo pomemben pri mikroskopih STED (32).  
 
Slika 7: Povezave med strukturo in lastnostmi kumarinov; prirejeno po (32). 
Kljub dolgi uporabi kumarinov razumevanje povezave med njihovo strukturo in lastnostmi še 
ni natančno raziskano (32). Kumarini zelo šibko fluorescirajo pod UV- svetlobo. Če pa atom 
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C-6 in/ali C-7 zamenjamo za elektron-donorsko skupino, kot sta npr. hidroksilna ali amino 
skupina, se pojavi modro-zelena fluorescenca (Slika 7). Do tega pride zaradi tako 
imenovanega ˝push-pull˝ efekta med elektron-donorsko skupino na C-6(7) in elektron 
privlačnim laktonom (32-34). Z uvedbo elektron-akceptorske skupine na mestu 3, se emisijski 
in ekscitacijski spekter pomakneta k višjim valovnim dolţinam. Z uvedbo elektron-privlačne 
skupine (np. nitrilna ali trifluorometilna) na mesto 4, pa poleg premika ekscitacije in emisije k 
višjim valovnim dolţinam, povečamo predvsem Stokesov premik (35). 
 
Slika 8: Primera dveh vodotopnih kumarinskih derivatov; prirejeno po (32). 
 
Pri dvojni vezi ob laktonu se lahko veţejo sulfonska kislina, fosforna kislina ali 
karboksilalkilna skupina (36). Dodatki teh skupin ne vplivajo na maksimume. ampak na 
hidrofilnost. Bolj hidrofilne spojine imajo večji kvantni izkoristek. Dva primera vodotopnih 
kumarinskih derivatov primernih za mikroskopijo STED sta predstavljena na Sliki 9. Tudi 
dvojna vez ob laktonu ni nujna, še več, lahko ima negativen vpliv na stabilnost, in sicer zaradi 
svoje reaktivnosti ter je zato podvrţena fotooksidaciji (32). Na mestu C-3 lahko vstavimo 
različne aromatske sisteme (najpogosteje piridine), ki povečajo razdaljo od dušika na mestu 
C-6 in tako povečajo ˝push-pull˝ efekt, s čimer tudi prestavijo maksimume k višjim valovnim 
dolţinam (37).  
Kvantni izkoristek 7-aminokumarinov pada v polarnih topilih, kar je še posebno izrazito pri 
dialkiliranih dušikovih spojinah, ki ne morejo tvoriti vodikovih vezi z molekulami topila. Pri 
sami ekscitaciji pa se zaradi slabe rigidnosti in proste rotacije dušikove skupine intenziteta 
izgublja, kar ima za posledico slab kvantni izkoristek (38). Čeprav elektroni akceptorske 




Raziskovalci so z uporabo kvantnih izračunov ugotovili, da bi lahko zamenjava N,N-alkila za 
azetidin izboljšala kvantni izkoristek, kar so kasneje tudi potrdili v praksi (30). 
1.3.2 Fenoksazini 
Fenoksazini so skupina spojin, ki v svoji strukturi vsebujejo fenoksazinski skelet. Tega lahko 
razširimo z uvedbo fenilnih obročev na straneh a-c ali h-j (40). 
 
Slika 9: Fenoksazin in njegovi derivati; prirejeno po (40). 
Dodajanje elektron-donorskih in/ali akceptorskih skupin na benzofenoksazine lahko privede 
do fluorescenčnih spojin. Med bolj znane spojine, ki nastanejo iz derivatov fenoksazina 
sodijo: meldola modro, nilsko rdeče in nilsko modro, pri čemer sta zadnji dve veliko bolj 
uporabnizav raziskovalne namene kot prva (Slika 10) (40). 
 




Nilsko rdeče in modro sta okoljsko občutljivi spojini, ki spreminjata absorpcijski in emisijski 
maksimum glede na polarnost topila, v katerem sta raztopljena. Njuna maksimuma naraščata s 
polarnostjo topila (41). Prav zaradi teh lastnosti sta spojini zelo zanimivi za preučevanje 
celičnih membran in sprememb, ki nastajajo na njih ter za histokemično detekcijo (42, 43). 
Poleg tega je nilsko modro občutljivo tudi na spremembe vrednosti pH (40). 
1.4 Uporaba fluorescenčnih sond za označevanje celičnih membran 
Eno od področij uporabe fluorescenčnih sond je označevanje celičnih membran, sestavljenih 
iz tako imenovanih membranskih mikro domen (44). Te so kompleksni sistemi, sestavljeni iz 
kombinacije urejenih in neurejenih faz, pri čemer še ni pojasnjeno, kakšno vlogo imajo (45). 
Pri mikroskopiji ţelimo vedeti kje je meja celice, in pra to nam omogoča selektivno 
označevanje plazemske membrane. 
Lipofilne fluorescenčne sonde za preučevanje membran razdelimo v dva razreda. V prvega 
uvrščamo sonde, ki se umeščajo v tekočo urejeno ali tekočo neurejeno fazo in s tem 
specifično obarvajo membrane. V praksi se sonde po navadi, z le redkimi izjemami, izločajo 
iz lipidnih območji (tekoča urejena faza). Drugi razred sond predstavljajo okoljsko občutljiva 
barvila, ki se razporejajo v obeh fazah in jih obarvajo na osnovi različne fluorescence, 
intenzitete ali ţivljenjskega časa fluorescence. Pri teh sondah ni potrebn, da se umeščajo samo 
v eno ali drugo fazo, saj v tem primeru preučujemo njihovo različno obnašanje v posamezni 
fazi. Ena od ovir pri preučevanju membran je, da številne sonde odlično delujejo v 
membranskih modelih, so pa ţal manj uporabne na pravih celičnih membranah, ker se hitro 
internalizirajo zaradi prehoda flip-flop in njihovega neselektivnega umeščanja med urejeno ne 
neurejeno fazo (45). 
Velik napredek pri preučevanju membran so prinesli spojina di-4-ANEPPDHQ in njeni 
derivati (46). Ta solvatokromna barvila se lahko veţejo tako na urejeno, kot na neurejeno fazo 
in obarvajo membrane v različnih barvah, zaradi močnih, od polarnosti odvisnih spektralnih 
premikov (47). 
V spojino di-4-ANEPPDHQ so uvedli tudi drugi kationski center, ki ga prej niso uporabljali, 
s čimer so minimiziral njene prehode flip-flop preko membrane (Slika 12). Tudi ta spojina je 
imela določene pomanjkljivosti, predvsem zaradi nizke svetilnosti, zaradi česa so potrebovali 




Slika 11: Spojina di-4-ANEPPDHQ; povzeto po (48). 
Na Fakulteti za farmacijo so razvili sondo MePyr500, ki je izkazovala zelo dobre lastnosti 
tako s stališča fotostabilnosti, kot njene primernosti za uporabo na mikroskopijo STED, poleg 
tega pa ni izkazovala citotoksičnosti. Njena edina pomanjkljivost je bilo hitro in neselektivno 
razbarvanje celičnih sten (49). 
Pri spojini MePyr500, za razliko od spojine di-4-ANEPPDHQ, tudi ni bila problematična 












2 NAMEN DELA 
V okviru magistrske naloge bomo sintetizirali nove kumarinske derivate in derivate nilsko 
rdečega, za potencialno uporabo v mikroskopiji STED. 
Najprej bomo izdelali dve skupini fluorescenčnih sond, primernih za uporabo na mikroskopih 
STED. Prvo skupino bodo zastopale sonde za analizo celičnih membran. Z izumom in 
razvojem mikroskopije STED je šel razvoj novih fluorescenčnih sond večinoma v smer 
označevanja različnih proteinov in priprave vodotopnih fluoroforov, medtem ko je bil razvoj 
na področju membranskih sond potisnjen ob stran (50, 51). Zaradi določenih značilnosti oz. 
lastmnosti celičnih membran, morajo biti tudi fluorescenčne sond primerno modificirane za 
umeščanje vanje. To pomeni, da morajo imeti na eni strani dolge alkilne verige, na drugi 
strani pa polarno glavo. Slednja jim omogoča ustrezno orientacijo v membrani, poleg tega pa 
ima velik vpliv na prehode flip-flop fluorofora preko membrane in njegovo posledično 
internalizacijo. Spojina 1.6 je kumarinski derivat in analog spojin, ki so jih ţe sintetizirali 
raziskovalci na Fakulteti za farmacijo in so se izkazale kot zelo dobre sonde (Slika 14). V 
okviru naše magistrske naloge bomo optimizirali sintezno pot in pripravili večjo količino 
sonde 1.6 (49). Sonda 1.6 ni okoljsko občutljiva, predvidevamo pa, da bo to lastnost imela 
sonda 2.6 (Slika 14). Za diariloksazole (npr. druţina sond Dapoxyl
®
) je namreč znano, da 
izkazujejo izrazito okoljsko občutljivost. Slabost tovrstnih sond je, da emitirajo pri prenizkih 
valovnih dolţinah, kar bomo poizkusili rešiti tako, da bomo karseda povečali razdaljo med 
elektron-donorskim in elektron-akceptorskim dušikom.  
Pri načrtovanju izboljšanja spojine MePyr500, se bomo zgledovali po zgornjem primeru, z 
vključevanjem dveh kationskih centrov, kar bi lahko prineslo njeno selektivnejše umeščanje v 
celično membrano (Slika 13). 
 




Slika 13: Fluorescenčni sondi za označevanje celičnih membran. 
Druga skupina bo vsebovala sonde za analizo tekočih kristalov. Sintetizirali bomo 4-
cianokumarinski derivat in derivat nilsko rdečega (Slika 15). Ti dve spojini nameč vsebujeta 
dovolj aromatskih obročev, kar je pogoj za tvorbo interakcij π-π z močno aromatskimi 
tekočimi kristali. 
 
Slika 14: Fluorescenčni sondi z označenim kumarinskim in nilsko rdečim delom.  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
3.1.1 Reagenti in topila  
V okviru magistrske naloge smo uporabljali reagente in topila proizvajalcev Acros Organics, 
Alfa Aesar, Apollo Scientific, Carlo Erba, Kemika, Merck, Sigma-Aldrich. Brezvodni DKM 
smo pripravili po standardnem postopku z destilacijo nad CaH2 v argonovi atmosferi. Pri 
ekstrakciji smo uporabljali prečiščeno vodo. Bidestilirano vodo smo pridobili s sistemom za 
čiščenje vode Milli-Q Advantage A10, proizvajalca Merck Millipore. 
3.1.2 Laboratorijska oprema 
 magnetno mešalo IKA® RCT basic IKA MAG Magnetic stirrer  
 mikrovalovovni reaktor CEM Discover®  
 rotavapor BÜCHI® type R-114  
 tehtnica SARTORIUS® AG GOTTINGEN BA BF 500  
 ultrazvočna kadička ISKRA PIO SONIS 4 
 UV svetilka CAMAG UV-cabinet II (λ = 254 nm / 366 nm)  
 vakuumska črpalka Trivac D8B  
3.2 Metode 
3.2.1 Kromatografske metode 
3.2.1.1 Tankoplastna kromatografija 
Tankoplastno kromatografijo (TLC) smo uporabljali za spremljanje poteka kemijskih reakcij 
in za določanje mobilnih faz za kolonsko kromatografijo. Kot stacionarno fazo smo 
uporabljali plošče TLC Silica gel 60 F254 z 0,20 mm nanosom silikagela na aluminijastem 
nosilcu z dodanim fluorescenčnim indikatorjem, proizvajalca Merck. Mobilne faze so bile 
mešanice različnih organskih topil. Za detekcijo spojin smo uporabljali UV svetilko pri 
valovnih dolţinah 254 nm oz. 366 nm. Kot orositvena reagenta pa smo uporabljali ninhidrin 
in fosfomolibdenovo kislino. 
3.2.1.2 Kolonska kromatografija 
Kolonsko kromatografijo smo izvajali za izolacijo vmesnih in končnih produktov, in sicer v 
steklenih kolonah različnih dimenzij. Kot stacionarno fazo smo uporabljali silikagel Silica Gel 
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60, z velikostjo delcev 0,040-0,063 mm, proizvajalca Merck,. Mobilne faze so bile mešanice 
različnih organskih topil. Kadar produkt ni bil topen v mobilni fazi, smo izvedli suhi nanos. 
Surov produkt smo raztopili v topilu, v katerem je bil topen. Nato smo dodali silikagel in 
topilo uparili na rotavaporju. Produkt vezan na silikagel smo potem nanesli na kolono in 
uporabili ustrezno mobilno fazo. 
3.2.2 Spektroskopske in spektrometrične metode 
3.2.2.1 Jedrska magnetna resonanca 
Spektre jedrske magnetne resonance (NMR) smo posneli z aparatom Bruker Avance III 400, 
na Fakulteti za farmacijo. Vzorce smo raztapljali v devteriranih topilih, aceton-d6, CDCl3 in 
DMSO-d6. Kot interni standard smo uporabljali tetrametilsilan (TMS). Dobljene spektre smo 
obdelali in analizirali z računalniškim programom MestReNova, proizvajalca Mestrelab 
Research. 
3.2.2.2 Masna spektrometrija 
Masne spektre smo posneli na aparatu Q Exactive™ Plus Hybrid Quadrupole-Orbitrap™, 
proizvajalca Thermo Fisher Scientific, na Fakulteti za farmacijo. Uporabili smo tehniko 
ionizacije ESI. 
3.2.3 Določanje tališč 
Tališča končnih spojin smo določali na Koflerjevem talilnem mikroskopu z ogrevalno mizico, 
proizvajalca Leica, na Fakulteti za farmacijo. 
3.2.4 Računalniška programska oprema 
Za poimenovanje in risanje spojin ter kemijskih reakcij smo uporabljali računalniški progam 
ChemDraw Ultra 12.0, podjetja CambridgeSoft. Za iskanje sinteznih postopkov po 
podatkovnih bazah smo uporabljali progam SciFinder. Znanstvene članke smo iskali s 
pomočjo brskalnikov ScienceDirect in PubMed. Za urejanje literaturnih virov smo uporabili 




4 EKSPERIMENTALNI DEL 
4.1 Sintezna shema I (sinteza kumarinskega derivata) 
 
 





4.3 Sintezna shema III (sinteza kumarinskega derivata) 
 
 










4.5 Sinteza I (kumarinski derivat) 
4.5.1 Sinteza 7-metoksi-2-metil-2,4-dinonil-1,2-dihidrokinolina (1.0)  
 
Sinteza: 
V 100-mililitrsko bučko smo natehtali m-anizidin, 2-undekanon ter dodali katalizator 
indijev(III) klorid. Bučko smo prepihali z argonom in jo pustili mešati na oljni kopeli pri 60 
°C, čez noč. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
m-anizidin 3,00 g 24,36 mmol 1 
2-undekanon 15,08 mL 73,11 mmol 3  
indijev(III) klorid 300 mg 
Izolacija: 
2-undekanon smo odstranili z vakuumsko destilacijo.  
Produkt: 
Elementna sestava: C29H49NO 
Mr (izračunano): 427,72 g/mol 
Izkoristek: 6,94 g (66,59 %) 






4.5.2 Sinteza 7-metoksi-1,2-dimetil-2,4-dinonil-1,2-dihidrokinolina (1.1)  
 
Sinteza: 
V 100-mililitrsko bučko smo k spojini 1.0 dodali 50 mL DMF, da se je raztopila. Nato smo 
dodali K2CO3. Med mešanjem smo počasi dodali MeI in reakcijsko zmes pustili mešati čez 
noč pri 110 °C. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojina 1.0 10,36 g 24,36 mmol 1 
K2CO3 4,20 g 30,45 mmol 1,25 
MeI 2,27 mL 36,54 mmol 1,5  
Izolacija: 
Reakcijsko zmes smo ohladili ter ji dodali mešanico metanola (10 mL) in 25 % amoniaka (10 
mL). Po nevtralizaciji smo v bučko dodali 150-200 mL EtOAc ter spirali najprej z mešanico 
vode in nasičene raztopine NaCl (5 × 100 mL), nato pa še z nasičeno raztopino NaCl. 
Organsko fazo smo sušili z brezvodnim Na2SO4, filtrirali in topilo uparili. Produkt smo nato 
čistili s kolonsko kromatografijo - MF: Hex/EtOAc = 50/1. 
Produkt: 
Elementna sestava: C30H51NO 
Mr (izračunano): 441,74 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 442,4043; izmerjena: 442,4040; razlika : 0,86 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 442,4040 (M+H)
+
 
Izkoristek: 1,567 g (25,29 %), 3,58g (57,77 %) 
Rf: 0,86 (MF: Hex/EtOAc = 9/1) 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0,87 (m, 6H, 2 × CH3-CH2); 1,20 – 1,31 (m, 33H, 
alifatski verigi in metil); 2,05 (m, 2H, CH2-CH2-C); 2,73 (s, 3H, N-CH3); 3,81 (s, 3H, O-





4.5.3 Sinteza 1,2-dimetil-2,4-dinonil-1,2-dihidrokinolin-7-ola (1.2)  
 
Sinteza: 
V suho bučko smo natehtali spojino 1.1, jo prepihali z argonom in dodali brezvodni DKM (50 
mL). Bučko smo potem postavili v ledeno kopel na pribliţno -10 °C. Nato smo počasi, po 
kapljicah, dodajali 1 M BBr3 v DKM. Reakcijsko zmes smo čez noč pustili na ledeni kopeli. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojina 1.1 1,567 g 3,66 mmol 1  
BBr3 10 mL  10 
Izolacija: 
K reakcijski zmesi smo po kapljicah dodajali metanol (20 mL), nato smo dodali še raztopino 
K2CO3 (3g v 20 mL vode) in pustili mešati. Potem smo izvedli ekstrakcijo, kjer smo organsko 
fazo spirali s prečiščeno vodo (5 × 50 mL) in z nasičeno raztopino NaCl. Organsko fazo smo 
sušili z brezvodnim Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. Produkt smo čistili s kolonsko 
kromatografijo - MF: Hex/EtOAc = 6/1. 
Produkt: 
Elementna sestava: C29H49NO 
Mr (izračunano): 427,72 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 428,3887; izmerjena: 428,3886; razlika : 0,12 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 428,3886 (M+H)
+
 
Izkoristek: 700 mg (46,14 %), 1000 mg (28,85 %) 
Rf: 0,86 (MF: Hex/EtOAc = 9/1) 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0,87 (m, 6H, 2 × CH3-CH2); 1,20 – 1,31 (m, 33H, 
alifatski verigi in metil); 1,78 (m, 2H, CH2-CH2-C); 2,72 (s, 3H, N-CH3); 4,93 (s, 1H, OH); 





4.5.4 Sinteza 7-hidroksi-1,2-dimetil-2,4-dinonil-1,2-dihidrokinolin-6-karbaldehida (1.3)  
 
Sinteza: 
Na ledeni kopeli smo bučko prepihali z argonom in v njej zmešali raztopino POCl3 in DMF 
ter pustili mešati pribliţno pol ure. Nato smo dodali spojino 1.2 in vsebno mešali pribliţno 2 h 
na 75 °C.  
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojina 1.2 700 mg 1,64 mmol 1 
POCl3 1,53 mL 16,37 mmol 10 
DMF 15 mL 
Izolacija: 
Reakcijsko zmes smo ohladili in zlili v prej ohlajeno čašo vode (150 mL) ter pustili mešati 
pribliţno 1 h. Nato smo počasi dodajali 10 % raztopino Na2CO3 do pH 8. Vsebino čaše smo 
nato prenesli v lij ločnik in ji dodali 100 mL DKM. Nato smo ekstrahirali s prečiščeno vodo 
(5 × 50 mL) in z nasičeno raztopino NaCl. Organsko fazo smo sušili z brezvodnim Na2SO4, 
filtrirali in uparili topilo. Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo - MF: Hex/EtOAc = 
9/1. 
Produkt: 
Elementna sestava: C30H49NO2 
Mr (izračunano): 455,74 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 456,3836; izmerjena: 456,3827; razlika : 1,92 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 456,3827 (M+H)
+
 
Izkoristek: 151 mg (23,56 %) * izkoristek druge reakcije 
Rf: 0,54 (MF: Hex/EtOAc = 9/1) 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0,87 (m, 6H, 2 × CH3-CH2); 1,30 (m, 33H, alifatski 
verigi in metil); 1,57 (m, 2H, CH2-CH2-C); 2,82 (s, 3H, N-CH3); 5,03 (s, 1H, -CH=); 5,92 (s, 





g]kinolin-2-ona (1.4)  
 
Sinteza: 
V 100-mililitrsko bučko smo natehtali spojino 1.3 in etil 2-(piridin-4-il)acetat ter dodali 
brezvodni etanol (20 mL) in morfolin. Reakcijsko zmes smo pustili čez noč na oljni kopeli pri 
100 °C. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojina 1.3 251 mg 550,77 µmol 1 
Etil 2-(piridin-4-il)acetate 126,48 µL 826,15 µmol 1,5 
Morfolin 47,51 µL 550,77 µmol 1 
Izolacija: 
Ko je reakcija v celoti potekla, smo bučko odstavili in pustili, da se je zmes ohladila. Nato 
smo uparili topilo. Dodali smo EtOAc (100 mL) in spirali s 5 % raztopino citronske kisline (4 
× 50 mL), prečiščeno vodo (4 × 50 mL) in z nasičeno raztopino NaCl. Organsko fazo smo 
sušili z brezvodnim Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. Produkt smo čistili s kolonsko 
kromatografijo - MF: Hex/EtOAc = 1/1. 
Produkt: 
Elementna sestava: C37H52N2O2 
Mr (izračunano): 556,84 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 557,4102; izmerjena: 557,4103; razlika : 0,30 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 557,4103 (M+H)
+
 
Izkoristek: 220 mg (71,73 %) 
Rf: 0,38 (MF: Hex/EtOAc = 1/1) 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0,87 (m, 6H 2 × CH3-CH2); 1,19 – 1,40 (m, 33H, 
alifatski verigi in metil); 1,86 (m, 2H, CH2-CH2-C); 2,84 (s, 3H, N-CH3); 5,17 (s, 1H, -CH=); 
6,33 (s, 1H, Ar-H); 7,11 (s, 1H, Ar-H); 7,72 (dd, J1=4,8 Hz, J2=1,4 Hz, 2H, 2 × Ar-H); 7,86 




pirano[3,2-g]kinolin-3-il)piridin-1-ija (1.5)  
 
Sinteza: 
V 5-mililitrsko bučko smo natehtali spojino 1.4 in 1,3-dibromopropan. Reakcijsko zmes smo 
za 4 h pustili na oljni kopeli pri 60 °C, potek reakcije pa spremljali s TLC. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojina 1.5 145 mg 260 µmol 1 
1,3-dibromopropan 132 µL 130 mmol 5 
Izolacija: 
Ko je reakcija potekla, smo bučko odstavili in pustili, da se je zmes ohladila. Produkt smo 
čistili s kolonsko kromatografijo - MF: DKM/MeOH = od 20/1 do 9/1. 
Produkt: 
Elementna sestava: C40H58BrN2O2 
Mr (izračunano): 677,37 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 677,3676; izmerjena: 677,3671; razlika : 0,79 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 677,3671 (M)
+
 
Izkoristek: 130 mg (73,54 %) 
Rf: 0,23 (MF: DKM/MeOH = 9/1) 
1
H-NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) = 0,90 (m, 6H, 2 × CH3-CH2); 1,21 – 1,50 (m, 33H, 
alifatski verigi in metil); 1,63 (m, 2H, CH2-CH2-C); 2,60 (m, 2H, CH2-CH2-CH2); 3,01 (s, 3H, 
N-CH3); 3,56 (t, J = 6,3 Hz, 2H, -CH2-Br); 4,71 (t, J = 7,1 Hz, 2H, N-CH2); 5,39 (s, 1H, -
CH=); 6,49 (s, 1H, Ar-H); 7,42 (s, 1H, Ar-H); 8,65 (d, J = 7,0 Hz, 2 × Ar-H ); 8,72 (s, 1H, -





1-(3-(trimetilamonio)propil)piridin-1-ija (1.6)  
 
Sinteza: 
V 50-mililitrsko bučko smo natehtali spojino 1.5 in trimetilamin. Reakcijsko zmes smo čez 
noč pustili mešati pri sobni temperaturi. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojina 1.6 130 mg 192 µmol 1 
Trimetilamin 10 mL 
Izolacija: 
Uparili smo trimetilamin in bučko postaviili v eksikator, poleg nje namestili fosforjev 
pentoksid in jo pustili čez noč pri zniţanem tlaku. 
Produkt: 
Elementna sestava: C43H67N3O2 
Mr (izračunano): 657,52 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 328,7611; izmerjena: 328,7610; razlika : 0,29 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 328,7610 (M)
2+
 
Izkoristek: 130 mg (89,41 %) 
Rf: 0,0 (MF: DKM/MeOH = 9/1) 
1
H-NMR (400 MHz, MeOD): δ (ppm) = 0,90 (m, 6H, 2 × CH3-CH2); 1,18– 1,47 (m, 33H, 
alifatski verigi in metil); 1,60 (m, 2H, CH2-CH2-C); 2,92 (m, 2H, CH2-CH2-CH2); 3,00 (s, 3H, 
N-CH3); 3,23 (t, J = 6,7 Hz, 2H, -CH2-Br); 3,25 (s, 9H, 3 × CH3-C ); 4,69 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 
N-CH2); 5,38 (s, 1H, -CH=); 6,45 (s, 1H, Ar-H); 7,43 (s, 1H, Ar-H); 8,67 (d, J = 7,1 Hz, 2 × 







4.6 Sinteza II (diariloksazolni derivat) 
4.6.1 Sinteza 2-metil-2,4-dinonil-1,2-dihidrokinolina (2.0)  
 
Sinteza: 
V 100-mililitrsko bučko smo natehtali anilin, 2-undekanon ter dodali katalizator indijev(III) 
klorid. Bučko smo prepihali z argonom in jo čez noč pustili mešati na oljni kopeli pri 60 °C. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
analin 3,00 g 32,21 mmol 1 
2-undekanon 19,85 mL 96,64 mmol 3  
indijev(III) klorid 300 mg 
Izolacija: 
2-undekanon smo odstranili z vakuumsko destilacijo.  
Produkt: 
Elementna sestava: C28H46N 
Mr (izračunano): 397,69 g/mol 
Izkoristek: *ves produkt je bil uporabljen v naslednji stopnji 









4.6.2 Sinteza 1,2-dimetil-2,4-dinonil-1,2-dihidrokinolina (2.1)  
 
Sinteza: 
V 100-mililitrsko bučko smo k spojini 2.0 dodali 50 mL DMF, da se je raztopila. Nato smo 
dodali K2CO3. Med mešanjem smo počasi dodajali MeI . Reakcijsko zmes smo pustili čez noč 
pri 110 °C. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojina 2.0 12,81 mg 32,21 mmol 1 
K2CO3 5,50 g 40,26 mmol 1,25 
MeI 3 mL 48,31 mmol 1,5  
Izolacija: 
Reakcijsko zmes smo ohladili ter ji dodali mešanico metanola (10 mL) in 25 % amoniaka (10 
mL). Po nevtralizaciji smo v bučko dodali 200 mL EtOAc ter najprej spirali z mešanico vode 
in nasičene raztopine NaCl (5 × 100 mL), nato pa še z nasičeno raztopino NaCl. Organsko 
fazo smo sušili z brezvodnim Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. Produkt smo nato čistili s 
kolonsko kromatografijo - MF: Hex. 
Produkt: 
Elementna sestava: C29H49N 
Mr (izračunano): 411,72 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 412,3938; izmerjena: 412,3934; razlika : 0,82ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 412,3934 (M+H)
+
 
Izkoristek: 4,74g (35,74 %), 8,65g (65,56 %) *skupna izkoristka prve in druge reakcije 
Rf: 0,83 (MF: Hex/EtOAc = 20/1) 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0,83 – 0,94 (m, 6H, 2 × CH3-CH2); 1,23 (m, 33H, 
alifatski verigi in metil); 1,89 (m, 2H, CH2-CH2-C); 2,72 (s, 3H, N-CH3); 5,09 (s, 1H, -CH=); 




4.6.3 Sinteza 1,2-dimetil-2,4-dinonil-1,2-dihidrokinolin-6-karbaldehida (2.2)  
 
Sinteza: 
Na ledeni kopeli smo bučko prepihali z argonom in v njen zmešali raztopino POCl3 in DMF 
ter pustili mešati pribliţno pol ure. Nato smo dodali spojino 2.1 in pustili mešati pribliţno 2 h 
na 75 °C.  
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojina 2.1 2,10 g 5,10 mmol 1 
POCl3 4,77 mL 51,01 mmol 10 
DMF 20 mL 
Izolacija: 
Reakcijsko zmes smo ohladili in zlili v prej ohlajeno čašo vode (150 mL) ter jo pustili mešati 
pribliţno 1 h. Nato smo počasi dodali raztopino Na2CO3 do pH 7. Vsebino čaše smo prenesli 
v lij ločnik in ji dodali 100 mL DKM. Organsko fazo smo spirali s prečiščeno vodo (5 × 50 
mL) in z nasičeno raztopino NaCl sušili z brezvodnim Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. 
Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo - MF: Hex/EtOAc = 6/1. 
Produkt: 
Elementna sestava: C30H49NO 
Mr (izračunano): 439,73 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 440,3887; izmerjena: 440,3875; razlika : 2,71 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 440,3875 (M+H)
+
 
Izkoristek: 1,52 g (22,95 %) * izkoristek druge reakcije 
Rf: 0,44 (MF: Hex/EtOAc = 6/1) 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0,87 (m, 6H, 2 × CH3-CH2); 1,19 – 1,35 (m, 33H, 
alifatski verigi in metil); 1,57 (m, 2H, CH2-CH2-C); 2,84 (s, 3H, N-CH3); 5,12 (s, 1H, -CH=); 




4.6.4 Sinteza 5-(1,2-dimetil-2,4-dinonil-1,2-dihidrokinolin-6-il) oksazola (2.3)  
 
Sinteza: 
V 50-mililitrsko bučko smo natehtali spojino 2.2, TosMIC in K2CO3. Zmesi smo dodali 20 
mL metanola in pustili mešati pri 75 °C za pribliţno 2 . Potek reakcije smo spremljali z 
analizo TLC. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojina 2.2 500 mg 1,14 mmol 1 
TocMIC 732 mg 3,75 mmol 3,3 
K2CO3 945 mg 6,82 mmol 6 
Izolacija: 
Ko je reakcija v celoti potekla, smo bučko odstavili in pustili, da se je zmes ohladila. Nato 
smo uparili topilo. Dodali smo DKM (100 mL) ter spirali s prečiščeno vodo (5 × 50 mL) in z 
nasičeno raztopino NaCl. Organsko fazo smo sušili z brezvodnim Na2SO4, filtrirali in topilo 
uparili. Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo - MF: Hex/EtOAc = 9/1. 
Produkt: 
Elementna sestava: C32H50N2O 
Mr (izračunano): 478,77 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 479,3996; izmerjena: 479,3990; razlika : 1,34 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 479,3990 (M+H)
+
 
Izkoristek: 382 mg (23,97 %)* izkoristek obeh reakcij skupaj 
Rf: 0,31 (MF: Hex/EtOAc = 9/1) 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0,87 (m, 6H, 2 × CH3-CH2); 1,27 (m, 33H, alifatski 
verigi in metil); 1,50 – 1,62 (m, 2H, CH2-CH2-C); 2,77 (s, 3H, N-CH3); 5,14 (s, 1H, -CH=); 
6,47 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Ar-H); 7,10 (s, 1H, H-4' oksazol); 7,32 (m, 2H, 2 × Ar-H); 7,82 (s, 
1H, H-2' oksazol).  
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4.6.5 Sinteza 4-(2-(izokinolin-6-il)oksazol-5-il)-N,N-dimetilanilina (2.4.1)  
 
Sinteza: 
V dve visokotlačni viali smo natehtali N,N-dimethil-4-(oksazol-5-il)anilin, 6-
bromoizokinolin, K2CO3 ali kalijev terc-butoksid, katalizator Pd(OAc)2 in ligand RuPhos. 
Viali smo prepihali z argonom in vanju dodali po 4 mL toluena. Zatesnjeni viali smo čez noč 
segrevali na oljni kopeli, predhodno ogreti na 110 ᵒC. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
N,N-dimethil-4-
(oksazol-5-il)anilin 
100 mg 531 µmol 1 
6-bromoizokinolin 111 mg 531 µmol 1 
K2CO3 110 mg 797 µmol 1,5 
Pd(OAc)2 2,81 mg 13 µmol 0,03 
RuPhos 12,5 mg 87,5 µmol 0,05 
 
 
Reagent Masa/volumen Mnoţina Eq. 
N,N-dimethil-4-
(oksazol-5-il)anilin 
100 mg 531 µmol 1 
6-bromoizokinolin 111 mg 531 µmol 1 
Kalijev terc-butoksid 90 mg 797 µmol 1,5 
Pd(OAc)2 2,81 mg 13 µmol 0,03 





Reakcijski zmesi smo ohladili na sobno temperaturo in vsebini obeh vial prenesli v eno čašo, 
ter dodali dodali 100 mL EtOAc. Nato smo organsko fazo sprali s prečiščeno vodo (5 × 50 
mL) in z nasičeno raztopino NaCl ter jo sušili z brezvodnim Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. 
Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo - MF: Hex/EtOAc = 1/1. 
Produkt: 
Elementna sestava: C20H17N3O 
Mr (izračunano): 315,38 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 316,3723; izmerjena: 316,3725; razlika : 0,34 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 316,3725 (M+H)
+
 
Izkoristek: 135 mg (40,29 %) * skupni izkoristek obeh reakcij skupaj 






4.6.6 Sinteza 5-(1,2-dimetil-2,4-dinonil-1,2-dihidrokinolin-6-il)-2-(izokinolin-6-il) 
oksazola (2.4)  
 
Sinteza: 
V visokotlačno vialo smo natehtali spojino 2.3, 6-bromoizokinolin, kalijev terc-butoksid, 
katalizator Pd(OAc)2 in ligand RuPhos. Vialo smo prepihali z argonom in dodali 4 mL 
toluena. Zatesnjeno vialo smo čez noč segrevali na oljni kopeli, predhodno ogreti na 110 ᵒC. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojina 2.3 200 mg 418 µmol 1 
6-bromoizokinolin 87 mg 418 µmol 1 
Kalijev terc-butoksid 70 mg 627 µmol 1,5 
Pd(OAc)2 2,81 mg 13 µmol 0,03 
RuPhos 3 mg 21 µmol 0,05 
Izolacija:  
Reakcijsko zmes smo ohladili na sobno temperaturo in vsebino viale prenesli v čašo ter dodali 
100 mL EtOAc. Nato smo organsko fazo sprali s prečiščeno vodo (5 × 50 mL) in z nasičeno 
raztopino NaCl ter jo sušili z brezvodnim Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. Produkt smo 
čistili s kolonsko kromatografijo - MF: Hex/EtOAc = 2/1. 
Produkt: 
Elementna sestava: C41H55N3O 
Mr (izračunano): 605,91 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 606,4418; izmerjena: 606,4416; razlika : 0,35 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 606,4416 (M+H)
+
 
Izkoristek: 102 mg (23,03 %) 
Rf: 0,47 (MF: Hex/EtOAc = 2/1) 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0,86 (m, 6H, 2× CH3-CH2); 1,16 – 1,34 (m, 30H, 
alifatski verigi); 1,63 (m, 3H, CH3-C ); 2,43 (m, 2H, CH2-CH2-C); 2,81 (s, 3H, N-CH3); 5,18 
(s, 1H, -CH=); 6,53 (d, J = 8,6 Hz, 1H, Ar-H); 7,30 (s, 1H, H-4' oksazol); 7,40 (d, J = 2,1 Hz, 
1H, Ar-H); 7,48 (dd, J1 = 8,5 Hz, J2 = 2,1 Hz, 1H, Ar-H); 7,74 (d, J = 5,8 Hz, 1H, Ar-H); 8,05 
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(d, J = 8,7 Hz, 1H, Ar-H); 8,31 (dd, J1 = 8,6 Hz, J2 =1,5 Hz, 1H, Ar-H); 8,50 (s, 1H, Ar-H); 
8,58 (d, J = 5,8 Hz, 1H, Ar-H); 9,28 (s, 1H, Ar-H).  
4.6.7 Sinteza 2-(3-bromopropil)-6-(5-(1,2-dimetil-2,4-dinonil-1,2-dihidrokinolin-6-il) 
oksazol-2-il) izokinolin-2-ija (2.5)  
 
Sinteza: 
V 5-mililitrsko bučko smo natehtali spojino 2.4 in 1,3-dibromopropan. Reakcijsko zmes smo 
4 h segrevali na oljni kopeli pri 60 ᵒC, potek reakcije pa spremljali s TLC. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojina 2.4 90 mg 149 µmol 1 
1,3-dibromopropan 76 µL 743 µmol 5 
Izolacija:  
Ko je reakcija potekla, smo bučko odstavili in pustili, da se je zmes ohladila. Produkt smo 
čistili s kolonsko kromatografijo - MF: DKM do DKM/MeOH = 4/1. 
Produkt: 
Elementna sestava: C44H61BrN3O 
Mr (izračunano): 727,87 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 726,3993; izmerjena: 726,3986; razlika : 0,93 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 726,3986 (M+H)
+ 
Izkoristek: 69 mg (63,82 %) 
Rf: 0,26 (DKM/MeOH = 9/1) 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0,86 (m, 6H, 2 × CH3-CH2); 1,19 – 1,38 (m, 33H, 
alifatski verigi in metil); 1,88 (m, 2H, CH2-CH2-C); 2,44 (m, 2H, CH2-CH2-CH2); 2,83 (s, 3H, 
N-CH3); 3,59 (t, J = 5,9 Hz, 2H, CH2-Br); 5,19 (s, 1H, -CH=); 5,27 (t, J = 7,0 Hz, 2H, N-CH2-
C); 6,54 (d, J = 8,7 Hz, 1H, Ar-H); 7,37 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H); 7,40 (s, 1H, H-4' oksazol); 
7,50 (dd, J1 = 8,6, J2 = 2,1 Hz, 1H, Ar-H); 8,26 (d, J = 6,8 Hz, 1H, Ar-H); 8,59 (dd, J1 = 8,7 









V 50-mililitrsko bučko smo natehtali spojino 2.5 in trimetilamin. Reakcijsko zmes smo pustili 
dva dni mešati pri sobni temperaturi. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojino 2.5 90 mg 149 µmol 1 
Trimetilamin 10 mL 
Izolacija:  
Trimetilamin smo uparili pod zniţanim tlakom. 
Produkt: 
Elementna sestava: C47H70N4O2 
Mr (izračunano): 706,55 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 353,2769; izmerjena: 353,2766; razlika : 0,83 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 353,2766 (M)
2+ 
Izkoristek: 52 mg (82,35 %) 
Rf: 0,0 (MF: DKM/MeOH = 9/1) 
1
H NMR (400 MHz, MeOD) δ = 0,76 (m, 6H, 2 × CH3-CH2); 1,10 – 1,23 (m, 33H, alifatski 
verigi in metil); 1,51 (m, 2H, CH2-CH2-C); 2,71 (m, 2H, CH2-CH2-CH2); 2,85 (s, 3H, N-
CH3); 3,10 (t, J = 0,5 Hz, 2H, CH2-Br); 3,43 (m, 9H, 3 × CH3-C); 5,13 (s, 2H, N-CH2); 4,46 
(s, 1H, -CH=); 6,96 (d, J = 11,9 Hz, 1H, Ar-H); 7,37 (t, J = 7,3 Hz, 2H, 2 × Ar-H); 7,48 (s, 
1H, H-4' oksazol); 7,76 (d, J = 2,1 Hz, 2H, 2 × Ar-H); 8,02 (m, 1H, Ar-H); 8,13 (t, J = 7,5 Hz, 





4.7 Sinteza III (kumarinski derivat) 
4.7.1 Sinteza 7-metoksi-2,2,4-trimetil-1,2-dihidrokinolina (3.0)  
 
Sinteza: 
V 100-mililitrsko bučko smo natehtali m-anizidin, aceton ter dodali katalizator indijev(III) 
klorid. Reakcijsko zmes smo prepihali z argonom in jo čez noč pustili mešati na oljni kopeli 
pri 60 °C. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
m-anizidin 4,00 g 32,48 mmol 1 
aceton 7,16 mL 97,44 mmol 3 
indijev(III) klorid 400 mg 
Izolacija: 
Aceton smo odstranili z uparjanjem na rotavaporju. 
Produkt: 
Elementna sestava: C13H17NO 
Mr (izračunano): 203,29 g/mol 
Izkoristek: 10,677 g (161,17 %; visok izkoristek je posledica prisotnih nečistot) 










4.7.2 Sinteza 7-metoksi-1,2,2,4-tetrametil-1,2-dihidrokinolina (3.1)  
 
Sinteza: 
V 100-mililitrsko bučko smo k spojini 3.0 dodali 50 mL DMF, da se je raztopila. Nato smo 
dodali K2CO3 in med mešanjem počasi dodajali MeI. Reakcijsko zmes smo segrevali čez noč 
pri 110 °C. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojina 3.0 6,60 g 32,48 mmol 1 
K2CO3 5,61 g 40,60 mmol 1,25 
MeI 3,30 mL 48,72 mmol 1,5  
Izolacija:  
Reakcijsko zmes smo ohladili ter ji dodali mešanico metanola (10 mL) in 25% amoniaka (10 
mL). Po nevtralizaciji smo v bučko dodali 100 mL EtOAc ter najprej spirali z mešanico vode 
in nasičene raztopine NaCl (5 × 100 mL), nato pa še z nasičeno raztopino NaCl. Organsko 
fazo smo sušili z brezvodnim Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. Produkt smo čistili s kolonsko 
kromatografijo - MF: Hex/EtOAc = 9/1. 
Produkt: 
Elementna sestava: C14H19NO 
Mr (izračunano): 217,31 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 218,1537; izmerjena: 218,1538; razlika : 0,74 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 218,1538 (M+H)
+ 
Izkoristek: 4,341 g (61,53 %) 
Rf: 0,56 (MF: Hex/EtOAc = 9/1)  
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,28 (s, 6H, 2 × CH3-C); 1,95 (d, J = 1,4 Hz, 3H, C-
CH3); 2,78 (s, 3H, N-CH3); 3,79 (s, 3H, O-CH3); 5,17 (d, J = 1,3 Hz, 1H, -CH=); 6,10 (d, J = 





4.7.3 Sinteza 1,2,2,4-tetrametil-1,2-dihidrokinolin-7-ola (3.2) 
 
Sinteza: 
V suho bučko smo natehtali spojino 3.1, jo prepihali z argonom in dodali brezvodni DKM (50 
mL). Potem smo bučko postavili v ledeno kopel na pribliţno -10 °C in počasi, po kapljicah, 
dodajali 1 M BBr3 v DKM. Reakcijsko zmes smo čez noč pustili na ledeni kopeli. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojina 3.1 4,341 g 19,98 mmol 1  
BBr3 20 mL  10 
Izolacija: 
K reakcijski zmesi smo po kapljicah dodali metanol (20 mL), nato pa dodali še raztopino 
K2CO3 (3 g v 20 mL vode) in pustili mešati. Potem smo izvedli ekstrakcijo, kjer smo 
organsko fazo spirali s prečiščeno vodo (5 × 50 mL) in z nasičeno raztopino NaCl. Organsko 
fazo smo sušili z brezvodnim Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. Produkt smo čistili s kolonsko 
kromatografijo - MF: Hex/EtOAc = 9/1. 
Produkt: 
Elementna sestava: C13H17NO 
Mr (izračunano): 203,29 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 204,1383; izmerjena: 204,1381; razlika : 0,98 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 204,1381 (M+H)
+ 
Izkoristek: 2,30 g (56,64 %) 
Rf: 0,38 (MF: Hex/EtOAc = 6/1) 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,25 – 1,28 (m, 6H, 2 × CH3-C); 1,94 (d, J = 1,4 
Hz, 3H, C-CH3); 2,75 (s, 3H, N-CH3); 5,09 (s, 1H, OH); 5,16 (d, J = 1,3 Hz, 1H, -CH=); 6,04 





4.7.4 Sinteza 7-hidroksi-1,2,2,4-tetrametil-1,2-dihidrokinolin-6-karbaldehida (3.3) 
 
Sinteza: 
Na ledeni kopeli smo bučko prepihali z argonom in v njej zmešali raztopino POCl3 in DMF 
ter pustili mešati pribliţno pol ure. Nato smo dodali spojino 3.2 in reakcijsko zmes pribliţno 2 
h mešali na 75 °C.  
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojina 3.2 1000 mg 4,92 mmol 1 
POCl3 4,6 mL 49,19 mmol 10 
DMF 20 mL 
Izolacija: 
Reakcijsko zmes smo ohladili in jo zlili v prej ohlajeno čašo vode (150 mL) ter pustili mešati 
pribliţno 1 h. Nato smo počasi dodali raztopino Na2CO3, vsebino čaše prenesli v lij ločnik in 
dodali 100 mL DKM. Organsko fazo smo najprej spirali s prečiščeno vodo (5 × 50 mL) in z 
nasičeno raztopino NaCl, nato pa jo sušili z brezvodnim Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. 
Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo - MF: Hex/EtOAc = 6/1. 
Produkt: 
Elementna sestava: C14H17NO2 
Mr (izračunano): 231,30 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 232.1332; izmerjena: 232.1330; razlika : 0,71 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 232.1330 (M+H)
+ 
Izkoristek: 470 mg (43,07 %) 
Rf: 0,36 (MF: Hex/EtOAc = 6/1) 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,37 (s, 6H, 2 × CH3-C); 1,97 (d, 3H, J = 1,4 Hz, C-
CH3); 2,89 (s, 3H, N-CH3); 5,21 (s, 1H, -CH=); 5,95 (s, 1H, Ar-H); 7,02 (s, 1H, Ar-H); 9,48 
(s, 1H, CHO); 11,83 (s, 1H, OH).  
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4.7.5 Sinteza etil 2-(benzo[d]tiazol-2-il)acetata (3.4) 
 
Sinteza: 
V 50-mililitrsko bučko smo odmerili etil cianoacetat in 2-aminotiofenol in reakcijsko zmes 
pustili na oljni kopeli čez noč na 130 °C. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
etil cianoacetat 2,00 mL 18,78 mmol 1  
2-aminotiofenol 2,00 mL 19,18 mmol 1 
Izolacija: 
Reakcijsko zmes smo ohladili na sobno temperaturo in pustili, da je produkt kristaliziral. 
Produkta nismo čistili, ampak smo ga neposredno uporabili v naslednji stopnji. 
Produkt: 
Elementna sestava: C11H11NO2S 
Mr (izračunano): 221,27 g/mol 














g]kinolin-2-ona (3.5)  
 
Sinteza: 
V 50-mililitrsko bučko smo natehtali spojini 3.3 in 3.4 in jima dodali brezvodni etanol (15 
mL) ter morfolin. Reakcijsko zmes smo pustili na oljni kopeli pri 100 °C, za pribliţno 1,5 h. 
Ko je začela izpadati rdeča oborina, je reakcija potekla. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojina 3.3 470 mg 2,03 mmol 1 
Spojina 3.4 700 mL 3,05 mmol 1,5 
morfolin 274 μL 2,00 mmol 1 
Izolacija: 
Reakcijsko zmes smo ohladili na sobno temperaturo, produkt pa izolirali s filtracijo s 
presesavanjem, na kar smo ga spirali z destilirano vodo in osušili čez noč. 
Produkt: 
Elementna sestava: C23H20N2O2S 
TTal: 199-202 °C 
Izgled: Oranţni kristali 
Mr (izračunano): 388,49 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 389,1318; izmerjena: 389,1307; razlika : 3,02 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 389,1307 (M+H)
+ 
Izkoristek: 680 mg (86,14 %) 
Rf: 0,20 (MF: Hex/EtOAc = 6/1) 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,42 (s, 6H, 2 × CH3-C); 2,02 (d, J = 1,3 Hz, 3H, 
C-CH3); 2,93 (s, 3H, N-CH3); 5,37 (s, 1H, -CH=); 6,39 (s, 1H, Ar-H); 7,20 (s, 1H, Ar-H); 
7,36 (ddd, J1 = 8,2 Hz, J2 = 7,2 Hz, J3 = 1,1 Hz, 1H, Ar-H ); 7,48 (ddd, J1 = 8,3 Hz, J2 = 7,2 
Hz, J3 = 1,2 Hz, 1H, Ar-H); 7,94 (ddd, J1 = 7,9 Hz, J2 = 1,1 Hz, J3 = 0,6 Hz, 1H, Ar-H); 7,99 





pirano[3,2-g]kinolin-4-karbonitrila (3.6)  
 
Sinteza: 
V 50-mililitrsko bučko smo natehtali spojino 3.5, ji dodali 4 mL DMF in nato počasi še KCN. 
Bučko smo prepihali z argonom in reakcijsko zmes pustili 2 h mešati na magnetnem mešalu 
pri sobni temperaturi. Nato smo dodali raztopino Br2 (131 mg) v DMF-a (1 mL), pri čemer se 
je barva spremeni v temno vijolično, kar je bil pokazatelj poteka reakcije. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojina 3.5 300 mg 0,772 mmol 1 
KCN 150 mL 2,316 mmol 3 
Izolacija: 
Reakcijsko zmes smo prelili v lij ločnik in dodali EtOAc (50 mL), nato pa spirali s prečiščeno 
vodo (550 mL), z raztopino natrijevega tiosulfata in nasičeno raztopino NaCl. Organsko fazo 
smo sušili z brezvodnim Na2SO4, jo filtrirali in uparili topilo. 
Produkt: 
Elementna sestava: C24H19N3O2S 
TTal: 220-223 °C 
Izgled: Vijolični kristali 
Mr (izračunano): 413,50 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 414,1271; izmerjena: 414,1268; razlika : 0,73 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 414,1268 (M+H)
+ 
Izkoristek: 80 mg (75,16 %)  
Rf: 0,20 (MF: Hex/EtOAc = 6/1) 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,46 (s, 6H, 2 × CH3-C); 2,10 (d, J = 1,3 Hz, 3H, 
C-CH3); 2,98 (s, 3H, N-CH3); 5,45 (d, J = 1,2 Hz, 1H, -CH=); 6,40 (s, 1H, Ar-H); 6,66 (s, 1H, 
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Ar-H); 7,39 – 7,48 (m, 1H, Ar-H); 7,50 – 7,59 (m, 1H, Ar-H); 7,98 (t, J1 = 7,0 Hz, 1H, Ar-H); 




4.8 Sinteza IV (derivat nilsko rdečega) 
4.8.1 Sinteza 9,10,10,12-tetrametil-9,10-dihidro-5H-benzo[a]pirido[2,3-i]fenoksazin-5-
ona (4.0)  
 
Sinteza: 
V 50-mililitrsko bučko smo natehtali spojino 2.2, ji dodali EtOH (12 mL) in koncentrirano 
HCl (1,00 mL). V manjšo penicilinko smo natehtali NaNO2 in dodali prečiščeno vodo ter 
premešali, da je nastala brezbarvna raztopina. Nato smo jo počasi, po kapljicah, dodajali v 
bučko. Zmes smo postavili na ledeno kopel za 1 h, medtem pa potek reakcije spremljali s 
TLC. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
Spojina 2.2 400 mg 1,97 mmol  1 
NaNO2 203 mg 2,95 mmol 1,5 
Ko je reakcija potekla do konca, smo uparili topilo in v bučko dodali DMF (15 mL) ter 
naftalen-1-ol. Reakcijsko zmes smo nato segrevali čez noč na oljni kopeli pri 100 °C. 
Reagent Masa/volumen Mnoţina  Eq. 
naftalen-1-ol 248,27 mg 1,97 mmol 1 
Izolacija: 
Spojino smo prenesli v lij ločnik, ji dodali pribliţno 100 mL EtOAc in spirali (5 × 100 mL) z 
mešanico vode in nasičene raztopine NaCl. Organsko fazo smo sušili z brezvodnim Na2SO4, 
filtrirali in uparili topilo. Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo - MF: Hex/EtOAc = 
1/1. 
Produkt: 
Elementna sestava: C23H20N2O2 
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TTal: 140-143 °C 
Izgled: Vijolični kristali 
Mr (izračunano): 356,43 g/mol 
HR-MS: teoretična masa: 357,1598; izmerjena: 357,1588; razlika : 2,64 ppm 
HR-MS (ESI): m/z = 357,1588 (M+H)
+ 
Izkoristek: 47 mg (6,70 %) 
Rf: 0,32 (MF: Hex/EtOAc = 1/1) 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,43 (s, 6H, 2 × CH3-C); 2,08 (d, J = 1,3 Hz, 3H, 
C-CH3); 2,96 (s, 3H, N-CH3); 5,38 (d, J = 1,2 Hz, 1H, -CH=); 5,76 (s, 1H, -CH=); 6,36 (s, 





















4.9 Meritve fluorescence 
Meritve absorbance in emisije smo izvedli z naslednjimi spojinami: 1.4, 1.6, 2.4, 2.6, 3.5, 3.6 
in 4.0 
Priprava vzorcev 
Pri merjenju absorbance in emisije sta ključna koncentracija vzorca in topilo, v katerem 
snemamo spektre. 
Vse vzorce smo pripravili tako, da smo spojine najprej raztopili v metanolu, v katerem so bile 
vse topne. Potem smo vse dodatno redčili do koncentracije 10
-7
 M. V kolikor bi bila 
koncentracija vzorca v raztopini previsoka, nismo dobimo reprezentativnih spektrov, poleg 
tega pa je bila emisija premočna za detektor in ga je zasitila. Vzorcem smo merili emisije v 
različnih organskih topilih (Slika 15). 
Rezultati meritev 
 


















































Slika 16: Normaliziran spekter spojin 1.4 in 1.6 v toluenu. 
 
Preglednica I: Maksimumi ekscitacije in emisije spojin 1.4 in 1.6. 
  
 λabs [nm] λem [nm]  λabs [nm] λem [nm] 
Toluen 440,5 476 Toluen 500,5 564,5 
EtOAc / 508 EtOAc / 581,5 
DKM / 498 DKM / 592,5 
Etanol / 491 Etanol / 598 
DMSO / 515 
 
S primerjanjem spojin 1.4 in 1.6, smo ţeleli videti vpliv, ki nastane zaradi dodatka 
permanentnega naboja na spojino. Kot je razvidno iz ekscitacijskih in emisijskih 
maksimumov, permanentni naboj oba prestavi k višjim valovnim dolţinam (Slika 16). Poleg 
tega se Stokesov premik poveča za 30 nm. Pri obeh spojina vidimo tudi okoljsko občutljivost, 
saj imata različne emisijske maksimume v različnih organskih topilih, kot je razvidno iz 
podatkov, navedenih v Preglednici I. V različnih topilih je tudi različna intenziteta 
fluorescence. Spojina 1.6 ima tudi dovolj emisije pri valovni dolţini 775 nm laserja STED, 


























Slika 17: Normalizirani spektri spojin 2.4 in 2.6 v toluenu. 
 
Preglednica II: Ekscitacijska in emisijska maksimuma spojin 2.4 in 2.6 v toluenu. 
  
 λabs [nm] λem [nm]  λabs [nm] λem [nm] 
Toluen 398 568,5 Toluen 499 679 
 
Tako kot pri spojinah 1.4 in 1.6 smo tudi pri spojinah 2.4 in 2.6 ugotavljali vpliv naboja na 
spojini. Tudi pri spojini 2.6 sta se tako ekscitacijski kot emisijski maksimum premaknila za 
pribliţno 100 nm k višjim valovnim dolţinam (Slika 17). Zanimivo v tem primeru pa je, da 
naboja nista signifikantno vplivala na Stokesov premik. Pri obeh spojinah smo sicer merili 
spektre v različnih organskih topilih, a primerna sta bila le spektra posneta v toluenu. Kljub 
temu, da naboj ni vplival na povečanje Stokesovega premika, je bil ta zelo velik, skoraj 200 
nm. Problematičen, s stališča uporabe teh sond za mikroskopijo STED, pa je nizek maksimum 
za ekscitacijo. Teţavo bi lahko predstavljala tudi šibka fluorescenca, kajti v primeru 
kumarinskega derivata je bila ta pribliţno deset krat višja, kot pri spojinah 2.4 in 2.6. 




























Slika 18: Emisijski spektri spojin 3.5 in 3.6 v različnih organskih topilih. 
 
Slika 19: Normalizirani spektri spojin 3.5 in 3.6 v toluenu. 
Preglednica III: Ekscitacijski in emisijski maksimumi spojin 3.5 in 3.6 v različnih topilih. 
  
 λabs [nm] λem [nm]  λabs [nm] λem [nm] 
Toluen 474,5 506,5 Toluen 545,5 602,5 
Etil acetat / 512,5 Etil acetat / 610,5 
Diklorometan / 517,5 Diklorometan / 618 
Etanol / 525 Etanol / 626,5 
































































Pri spojinah 3.5 in 3.6 smo raziskovali vpliv dodajanje ciano skupine na mesto 4 kumarina, 
kar, kot smo zapisali v poglavju 1.3.1, prispeva k premiku ekscitacije in emisije k višjim 
valovnim dolţinam. Kot je razvidno iz Preglednice III, se maksimuma premakneta skoraj za 
100 nm, poveča pa se tudi Stokesov premik. Drugače kot pri ostalih spojinah, v tem primeru 
različna organska topila le malo vplivajo na ekscitacijske in emisijske maksimume, kar velja 
tudi za spojini 3.5 in 3.6 (Slika 18). Iz spektra spojine 3.6 vidimo, da ima tudi dovolj emisije 
pri valovni dolţini 775 nm laserja STED, zato je sonda primerna za mikroskopijo STED. 
 
 
Slika 20: Ekscitacijski in emisijski spektri spojine 4.0 v različnih organskih topilih. 
Preglednica IV: Ekscitacijski in emisijski maksimumi spojin 4.0 v različnih topilih 
 
 λabs [nm] λem [nm] 
Toluen 548 / 
Etil acetat / 630 
DMSO / 572 
DKM / 633,5 
 
Spojina 4.0, derivat nilsko rdečega, ima velik Stokesov premik in sicer skoraj 100 nm. Sodeč 
po spektrih, ki msmo jih posneli v različnih topilih, je tudi pri tej spojini še vedno dovolj 




















5 RETULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 Komentarji sinteznih postopkov 
5.1.1 Modificirana Skraupova sinteza 
V prvi stopnji vseh opisanih sintez smo z modificirano Skraupovo reakcijo tvorili 
dihidrokinolinski obroč. Pri klasični Skraupovi reakciji med seboj reagirata anilin in glicerol, 
v prisotnosti ţveplove kisline in nitrobenzena. V našem primeru pa sta aceton oz. 2-
undekanon reagirala z anilinom oziroma m-anizidinom, pri čemer je indijev(III) klorid 
predstavljal Lewisovo kislino, ki je kot katalizator potrebna, da v prvi stopnji protonira 
aceton, s čimer se poveča njegova reaktivnost (52, 53). 
 
 
Slika 21: Predlagani mehanizem modificirane Skraupove reakcije; prirejeno po (52). 
Različni literaturi viri si niso enotni glede mehanizma same reakcije, kajti alternativna 
moţnost je aldolna kondenzacija dveh molekul acetona oziroma 2-undekanona ter nadaljnja 
vezava tega adukta preko Michaelove adicije na dušik anilina. V zadnji stopnji pa pride do 
intramolekularne ciklizacije in nastanka dihidrokinolinskega obroča (54). Dileme glede 
mehanizma so se raziskovalci lotili z analizo GC-MS surovega produkta. Presenetljiv je bil 
GC kromatograf, ki je bil kompleksen, kajti poleg glavnih oz. ţelenih produktov so nastali še 
številni stranski. Osrednji korak druge teorije je nastanek mezitil oksida, toda zaradi preseţka 
acetona v reakcijski zmesi, bi morala biti njegova količina večja, kot so jo dejansko zaznali. S 
tem so potrdili, da je bil Skraupov mehanizem reakcije verjetnejši od teorije z nastankom 




Pri naši reakciji smo uporabljali 5 mol % indijevega(III) klorida in reakcijsko zmes segrevali 
na 60 °C ter jo pustili mešati čez noč. Pri enem poskusu se je preko noči grelec izklopil in ko 
smo naslednji dan z analizo TLC preverjali, ali je reakcija potekla, smo ugotovili, da skoraj ni. 
Pri ponovitvi sinteze spojine 1.0, ki smo jo pustili mešati čez konec tedna, smo opazili večji 
izkoristek, kot pri prvotni reakciji, ki je potekala le preko noči. Sklepamo lahko torej da je za 
optimalen potek reakcije reakcijsko zmes bolje pustiti mešati na 60 °C vsaj 48 ur. 
5.1.2 Metiliranje sekundarnega dušika 
V naslednji stopnji vseh opisanih sintez je potekalo metiliranje sekundarnega dušika. Reakcijo 
smo izvedli z metil jodidom, ki je zelo dober substrat za substitucijske reakcije SN2. Sterično 
je odprt za napad nukleofila, pri čemer je jodid dobra izstopajoča skupina (56). Za potek 
reakcije je potrebna tudi baza, v našem primeru smo uporabili K2CO3, kot topilo pa DMF. 
Reakcija je potekla brez posebnosti. Pri uporabi metil jodida je potrebna velika previdnost, saj 
je toksičen, kancerogen, poleg tega pa brezbarven in brez vonja in ima nizko temperaturo 
vrelišča. Vso steklovino, s katero odmerjamo metil jodid, je treba sprati z 20 % raztopino 
amoniaka, ki reagira z metil jodidom.  
5.1.3 O-demetilacija 
V naslednji stopnji smo odstranili zaščitno skupino na fenolu. Prvotno smo se tega lotili po 
klasični metodi odstranitve metilnega etra, torej v kislih pogojih, z 48 % HBr. Ţal reakcija ni 
potekla oz. so pri tem nastali številni neţeleni produkti. Zato smo potem uporabili BBr3, ki je 
bolj specifičen reagent za demetilacijo metilnih etrov. 
 
Slika 22: Mehanizem demetilacije fenola; prirejeno po (57). 
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Mehanizem reakcije poteka preko začetne obratne tvorbe Lewisovega kislinsko-baznega 
adukta med močno Lewisovo kislino BBr3 in Lewisovo bazo, ki je eter. Ta Lewisov kompleks 
lahko reverzibilno disociira, pri čemer nastane dibromoboril oksonijev kation in Br
-
. Do 
prekinitve vezi med metilno skupino in kisikom pride ob nukleofilnem napadu Br
-
 na 
oksonijev kation. Kot stranski produkt nastaneta borna kislina (H3BO3) in HBr (57). 
5.1.4 Vilsmeier–Haacklova reakcija 
Vilsmeier-Haacklova oziroma Vilsmeierjeva reakcija je reakcija tvorbe aldehidne skupine na 
aromatskem obroču. Pri njej najprej v ledeni kopeli reagiramo POCl3 in brezvodni DMF ter 
počakamo, da nastane tako imenovan Vilsmeierjev reagent in situ (Slika 23). Šele nato 
dodamo spojino in jo pustimo reagirati v argonovi atmosferi za 2 h. Ko reakcija poteče, je 
pomembno, da reakcijsko zmes pustimo 1 h v hladni vodi, saj le tako lahko poteče hidroliza 
iminijevega iona do aldehida (58, 59). 
 
Slika 23: Mehanizem Vilsmeier-Haacklove rekacije; prirejeno po (58). 
Ko smo prvič nastavili reakcijo, smo jo pustili reagirati čez noč, kar se je izkazalo za napako. 
Kajti po pregledu reakcijske zmesi s TLC se je izkazalo, da je nastal neke vrste polimer, kajti 
iminijev ion je reaktivna skupina, ki lahko reagira naprej z drugimi aromati v reakcijski 
zmesi. Ob ponovitvi reakcije, ko smo jo pustili natanko 2 h, se je na kromatogramu TLC 
videlo, da je reakcija potekla do konca in ni ostalo nič izhodne spojine. Je pa kljub temu 
nastalo nekaj polimera, zato bi lahko v prihodnje poskusili reakcijski čas skrajšati na 1,5 h oz. 
manj in tako povečati izkoristek reakcije. 
5.1.5 Knoevenagelova kondenzacija 
Za tvorbo kumarinskega obroča smo izbrali reakciji Knoevenagelove kondenzacije. 
Knoevenagelova kondenzacija je zelo uporabna reakcija z zelo širokim obsegom uporabnosti 
za tvorbo vezi C-C (60). Reakcija med salicilaldehidom in estrom z elektron-privlačno 
skupino na α ogljiku, poteka v dveh zaporednih stopnjah. V prvi se s pomočjo baze, v našem 
primeru je bil to morfolin, odcepi kisli proton metilenske skupine ob esterski vezi. Nastali 
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enolat nato napade aldehidno skupino. Po odcepu vode in tvorbi dvojne vezi, se prične drugi 
del reakcije, in sicer intramolekularna ciklizacija. Tukaj hidroksilna skupina napade estrsko, 
pri čemer izstopi etanol (61).  
 
Slika 24: Mehanizem Knoevenagelove kondenzacije; prirejeno po (61). 
Reakciji, ki smo ju izvedli, sta potekli brez posebnosti in z dobrimi izkoristki. Pri sintezi 
spojine 3.5, ko je ta potekla do konca, so začeli izpadati oranţni kristali, saj spojina ni bila 
topna v etanolu, zato spojine je tudi ni bilo treba čistiti s kolonsko kromatografijo, ampak smo 
jo le filtrirali s presesavanjem in pustili, da se je posušila. 
5.1.6 Uvedba ciano skupine 
V zadnji stopnji pri sintezi spojine 3.6 smo uvedli ciano skupino. Reakcijo smo nastavili s 
KCN in jo izvedli v brezvodnih pogojih, saj je ciano skupina dovzetna za hidrolizo. Ciano 
skupina se adira na dvojno vez kumarinskega obroča. Nato smo reakcijski zmesi dodali 
močan oksidant (Br2), da je potekla oksidacija do dvojne vezi, kot je prikazano na Sliki 25. 
Izhodna spojina in produkt se zelo malo razlikujeta v retencijskem faktorju, kar močno 
oteţuje izolacijo. V našem primeru je reakcija potekla do konca, zato nam produkta ni bilo 




Slika 25: Reakcija uvedbe ciano skupine; prirejeno po (62). 
5.1.7 Van Leusenova sinteza oksazola 
Na spojino 2.3 smo z Van Leusenovo sintezo uvedli oksazol. Van Leusenova reakcija je 
reakcija med ketonom in tozilmetilizocianidom (TosMIC), kjer je nastali produkt nitril (63). 
V našem primeru je s tozilmetilizocianidom (TosMIC) reagiral aldehid, pri čemer se je tvoril 
oksazolni obroč (64, 65). TosMIC je spojina, ki vsebuje dobro izstopajočo skupino, kisel 
proton in reaktivno izocianidno skupino (Slika 26). V prvem koraku baza (v našem primeru 
K2CO3), odcepi kisel proton, ki je kisel zaradi obeh elektron-privlačnih skupin vezanih na 
metilensko skupino. Deprotonirani TosMIC tako napade aldehidno skupino. Nato se tvori 
intramolekularna vez, ko hidroksilna skupina napade izocianidno skupino, pri čemer nastane 
oksazolni obroč. Nato baza odcepi kisel proton na mestu 5, hkrati se pa odstrani še tozilna 
skupina in nastane oksazol (66, 67). 
 








Reakcija je potekla brez posebnosti, izpostavili bi lahko slab izkoristek (23 %), glede na 
referenčni članek (86 %) (65). Predvidevamo, da je do nizkega izkoristka prišlo predvsem 
zaradi kompleksnosti našega reagenta, saj so v referenčnem članku uporabljali mono- ali 
disubstituiran benzaldehid, ki je iz strukturnega stališča veliko bolj preprost in zato lahko 
omogoča tudi do višje izkoristke. 
5.1.8 Neposredna arilacija na oksazolu 
 
Slika 28: Predlagani mehanizem neposredne arilacije na oksazolu, katalizirane z paladijem; prirejeno po (69). 
V naslednjem koraku je sledila neposredna arilacija na C-2 oksazola s 6-bromoizokinolinom. 
Ligand te reakcije je bil RuPhos, katalizator pa paladijev acetat. Sam mehanizem reakcije ni 
natančno znan, najbolje podprta pa je teorija »koncertirane metalacije z deprotonacijo« (CMD 
) (68). 
V prvi stopnji Pd(OAc)2 in ligand (RuPhos) tvorita Pd(II) intermediat (kompleks 1), temu 
sledi tvorba Pd(II)-oksazolnega kompleksa (kompleks 2). Nato tvori oksidativna adicija aril 
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halida (6-bromoizokinolin) na paladij Pd(IV) nov kompleks (kompleks 3). Po sledeči 
reduktivni eleminaciji nastane končni produkt, v istem koraku pa nastane tudi kompleks 4. Na 
koncu se kompleks 4 pretvori v kompleks 1 in cikel se lahko ponovi (69). 
Ker gre v tem primeru za dokaj kompleksno reakcijo, smo se odločili, da jo naprej testiramo 
na oksazolnem analogu. Nastavili smo dve reakciji, in sicer smo testirali vpliv baz na končni 
izkoristek. Uporabili smo K2CO3 in kalijev terc-butoksid. Po izvedbi analize TLC smo 
ugotovili, da je bolje potekla reakcija zskalijevim terc-butoksidom, kjer skoraj ni bilo 
nezreagiranega reaktanta. Ker torej s K2CO3 reakcija ni potekla do konca, smo se odločili, da 
jo bomo z našo spojino izvedli s kalijevim terc-butoksidom. 
5.1.9 N-alkilacija in tvorba kvarternega amina 
Pri sintezi spojin 1.5 in 2.5 smo N-alkilirali piridin oziroma izokinolin (70). Tako je na dušiku 
obeh spojin nastal permanentni naboj, ki pa ni bil lokaliziran in se je lahko konjugiral po 
celotnem sistemu. To nam je omogočilo, da smo spojini lahko čistili tudi s kolonsko 
kromatografijo, kar je bilo v tej stopnji ključno, saj tako čiščenje v naslednji stopnji ni bilo 
več moţno. V naslednji stopnji je sledila nukleofilna substitucija z trimetilaminom. Končni 
spojini 2.6 in 3.6 imata tako dvojni permamentni naboj, pri čemer je ta na kvarternem dušiku 
lokaliziran, kar onemogoča kromatografsko ločbo. To lahko vidimo na kromatogramih TLC, 
kjer spojini ne glede na mobilno fazo ostaneta na startu. 
5.1.10 Sinteza derivata nilsko rdečega 
Sinteza nilsko rdečega je dvostopenjska reakcija, pri kateri v prvi stopnji, v kislih pogojih, 
uvedemo nitrozo skupino na fenol. Nitrozo skupino uvedemo s pomočjo NaNO2, v prisotnosti 
koncentrirane HCl. Pri tem je pomembno, da reakcijsko zmes ohladimo na ledeni kopeli, ker 
pri višjih temperaturah poteče reakcija med nitrozofenolom in fenolom (71). Druga stopnja 
poteka takoj za prvo, brez dodatnega čiščenja nitrozofenola. V njej pride do kondenzacije 
naftalen-1-ola na nitrozofenol, pri čemer se odstrani voda (72). Izkoristek reakcije je bil le 
6,70 %, kar pa je v skladu z objavljenimi izkoristki sintez derivatov nilsko rdečega. 
5.2 Rezultati testiranja na mikroskopu STED 
Po predhodno izmerjenih fluorescentnih spektrih smo spojine 1.6, 2.6, 3.6 in 4.0 poslali na 
Institut Joţef Stefan, kjer so vse spojine najprej testirali na celicah in ugotovili, da vse 
selektivno označujejo ţelene celične strukture. Glede na amfifilni značaj sta se spojini 1.6 in 
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2.6 pričakovano umeščali v plazemsko membrano. Spojini 3.6 in 4.0, ki nimata amfifilnega 
značaja, pa sta označevali predvsem lipidne kapljice v citoplazmi, pri čemer je bilo prisotnega 
tudi nekaj signala iz ozadja, kar pa ni bilo moteč. Morda bi bilo smiselno pripraviti derivate 
spojin 3.6 in 4.0 z malenkost večjo lipofilnostjo, s čimer bi povečalo selektivnost označevanja 
lipidnih kapljic. Kar se tiče same stabilnosti, je bila spojina 1.6 najbolj občutljiva in je 














Slika 29: Del celice označene s sondo 1.6 (levo posneto s konfokalnim načinom, desno z metodo STED). 
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6 SKLEP  
V okviru magistrske naloge smo načrtovali in sintetizirali derivate kumarina in nilsko 
rdečega, z namenom izboljšanja njihovih foto-fizikalnih lastnosti, s čimer bi bile te sonde 
kasneje primerne za uporabo v mikroskopiji STED. Namen našega dela ni bila optimizacija 
kemijskih reakcij, zato so evidentirani izkoristki sintez variabilni. Celokupno smo v 
večstopenjski sintezi pridobili manjše količine končnega produkta, kar pa za mikroskopijo 
STED ni ovira, saj za meritve potrebujemo zelo nizke koncentracije fluorescentnih sond. 
Tekom našega dela smo prišli do naslednjih zaključkov: pri sintezi kinolinskih skeletov je 
treba, poleg dodatka InCl3, reakcijsko zmes segrevati vsaj dva dni. Za odstranitev zaščitnega 
metilnega etra smo sprva uporabljali klasične načine v kislem, a neuspešno. Z uporabo BBr3 
pa nam je to uspelo. Pri Vilsmeier-Haacklovi reakciji smo prvotno reakcijsko zmes 
segrevali/mešali čez noč, a je reakcija potekla do polimerov. S ponovitvami reakcije smo 
ugotovili, da v celoti poteče ţe po 1,5 h. Veliko teţav smo imeli tudi s končnim čiščenjem 
spojin 1.6 in 2.6, kajti v zadnji stopnji sinteze obeh spojin reakcija ni potekla do konca. Obe 
spojini imata dvojni pozitivni naboj, kar je onemogočalo uporabo večine kromatografskih 
metod, ki so nam bile na voljo.  
Vsem štirim končnim spojinam smo izmerili fluorescentne spektre, s čimer smo lahko do 
neke mere predvideli ali so kot sonde primerne za mikroskopijo STED. Pri tem je treba tudi 
upoštevati, da sonde uporabljamo za označevanje celičnih linij, in se v tem primeru obnašajo 
drugače, kot v organskih topilih, v katerih smo merili njihove fluorescence. Pri merjenju 
fluorescentnih spektrov je spojina 2.6 najbolj izstopala s stališča zelo velikega Stokesovega 
premika, a je imela obenem, zaradi odsotnosti kumarinskega skeleta niţjo intenziteto 
fluorescence. 
Vse štiri končne spojine so na Institutu Joţef Stefan (IJS) uporabili za označevanju celičnih 
struktur in opazovanje ţivih celic z mikroskopom STED. Pri samem načrtovanju spojin 1.6 in 
2.6 smo ţeleli z uvedbo dveh kationskih centrov povečati čas njunega zadrţevanja v 
plazemski membrani. Iz povratnih informacij raziskovalcev na IJS, nam je to tudi uspelo. 
Pomanjkljivost spojine 2.6, v primerjavi s spojino 1.6 je predvsem njeno fotobledenje, za kar 
je odgovorna odsotnost kumarinskega skeleta. Sondi 3.6 in 4.0 razmeroma selektivno 
označujeta lipidne kapljice, ki se nahajajo v citoplazmi, poleg tega pa sta se izkazali kot zelo 
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